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glicidos o de las grasas en los tejidos animales. No obstante,
puesto que los aminoécidos y los nucleétidos deben fabricarse
en unas proporciones correctas y a un ritmo adecuado para la
sintesis de protefnas y de dcidos nucleicos, sus rutas biosinté-
ticas deben estar reguladas y coordinadas entre si de forma
precisa. Las concentraciones de aminoacidos y nucledétidos,
que son moléculas cargadas, también tienen que regularse
para mantener el equilibrio electroquimico en la célula. Tal
como se ha comentado en capitulos anteriores, las rutas meta-
bélicas pueden estar reguladas tanto por cambios en la activi-
dad como por la cantidad disponible de enzimas especificos.
Las rutas que se presentan en este capitulo proporcionan al-
gunos de los ejemplos mejor conocidos de la regulacién de la
actividad enzimatica. El control de las cantidades de los dife-
rentes enzimas en una célula (es decir, de su sintesis y degra-
dacién) se trata en el Capitulo 28.

22.1 Aspectos generales del metabolismo
del nitrogeno

Las rutas biosintéticas que conducen a los aminoécidos y a los
nucleétidos comparten la necesidad de nitrégeno. Por lo gene-
ral, los compuestos de nitrégeno solubles y utilizables biologi-
camente escasean en el entorno natural. Por este motivo, la
mayor parte de organismos mantienen una estricta economia
en el uso del amoniaco, los aminoscidos y los nucleétidos. Ve-
remos, en efecto, que los aminoécidos libres, las purinas y las
pirimidinas formados durante el recambio metabdlico a me-
nudo son recuperados y reutilizados. En primer lugar exami-
naremos las vias por las cuales se introduce el nitrégeno del
medio en los sistemas bioldgicos.

El ciclo del nitrogeno mantiene una reserva
de nitrégeno disponible biolégicamente

La forma mas abundante de nitr6geno es el aire, que en sus
cuatro quintas partes es nitrégeno molecular (Ny). A pesar de
ello, relativamente pocas especies pueden convertir el nitré-
geno atmosférico en formas utilizables por los organismos vi-
vos. Bn la biosfera, los procesos metabdlicos de las diferentes
especies actiian de forma interdependiente para recuperar y
reutilizar el nitrégeno disponible biolégicamente en un amplio
ciclo del nitrégeno (Fig. 22-1). El primer paso en el ciclo del
nitrégeno consiste en la fijacién (reduccién) del nitrogeno at-
mosférico por bacterias fijadoras de nitrogeno para proporcio-
nar amoniaco (NHs o NH7). Aunque el amoniaco puede ser
utilizado por la mayor parte de organismos vivos, las bacterias
del suelo, que obtienen su energfa de la oxidacién del amonia-
o a nitrito (NO3) y finalmente a nitrato (NOz ), son tan abun-
dantes y activas que précticamente todo el amoniaco que
alcanza el suelo se oxida a nitrato. Este proceso se conoce
como nitrificacién. Las plantas y muchas bacterias pueden
incorporar y reducir facilmente nitrato y nitrito por accién de
las nitrato y nitrito reductasas. El amoniaco as{ formado es In-
corporado a los aminoécidos por las plantas. Los animales usan
a su vez las plantas como fuente de aminoacidos, tanto esen-
ciales como no esenciales, para fabricar sus protefnas. Cuando
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FIGURA 22-1 El ciclo del nitrégeno. La cantidad total de nitrégeno fi-
jado anualmente en la biosfera excede los 10" kg.

los organismos mueren, la degradacion microbiana de sus pro-
tefnas devuelve el amonfaco al suelo, donde bacterias nitrifican-
tes lo convierten de nuevo en nitrito y nitrato. Las bacterias
que convierten el nitrato en Ny en condiciones anaerdbicas
mantienen un equilibrio entre el nitrégeno fijado y el nitro-
geno atmosférico, un proceso que se denomina desnitrifica-
cién (Fig. 22-1). Estas bacterias del suelo utilizan NOj3 en
lugar de O, como aceptor final de electrones en una serie de
reacciones que (al igual que la fosforilaci6n oxidativa) generan
un gradiente transmembrana de protones, que se aprovecha
para sintetizar ATP.

A continuacién examinaremos el proceso de fijacién del
nitrégeno, que es el primer paso del ciclo del nitrégeno.

El nitrégeno es fijado por enzimas
del complejo de la nitrogenasa

Tan s6lo algunos procariotas pueden fijar el nitrégeno atmos
férico. Entre ellos se encuentran las cianobacterias del suelo 3
de las aguas dulces y saladas, otros tipos de bacterias de
suelo, tales como algunas especies de Azotobacter, y las bac
terias fijadoras de nitrégeno que viven como simbiontes er
los nédulos de las raices de las plantas leguminosas. El prime
producto importante de la fijacién del nitrégeno es el amonia
co, que puede ser utilizado por todos los organismos, ya se:




directamente o tras su conversién en otros compuestos solu-
bles, tales como nitritos, nitratos o amino4cidos.

La reduccién del nitrégeno a amoniaco es una reaccion
exergonica:

N; + 3H; — 2NH; AG'® = —33,5 kd/mol

Sin embargo, el triple enlace N=N es muy estable, con una
energia de enlace de 930 kJ/mol. La fijacién del nitrégeno
fiene, por tanto, una energia de activacion extremadamente
alta, con lo que el nitrégeno atmosférico es practicamente iner-
te en condiciones normales. El amoniaco se produce indus-
irialmente por el procedimiento de Haber (llamado asi porque
su descubridor fue Fritz Haber), que requiere temperaturas
de entre 400 y 500 °C y presiones de nitrégeno e hidrégeno de
decenas de miles de kilopascales (varios centenares de atmos-
feras) para conseguir la energia de activaciéon necesaria. Sin
embargo, la fijacién biolégica del nitrégeno ha de tener lugar a
temperaturas biolégicas y a 0,8 atm de nitrégeno, superandose
la elevada barrera de activacién por otros medios. Esto se con-
sigue, al menos en parte, por la unién y la hidrélisis del ATP.
La reaccién global puede escribirse asi

Ny + 10H™ + 8¢~ + 16ATP —— 2NH7 + 16ADP + 16P; + Hy

La fijacion biolégica de nitrégeno es realizada por un complejo
de proteinas muy conservado, denominado complejo de la
nitrogenasa (Fig. 22-2). Los componentes clave de este com-
plejo son la dinitrogenasa reductasa y la dinitrogenasa
(Fig. 22-3). La dinitrogenasa reductasa (M, 60.000) es un di-
mero formado por dos subunidades idénticas. Contiene un
lnico centro redox de tipo 4Fe-4S (véase Fig. 19-5), unido en-
tre las subunidades, que puede ser oxidado y reducido por un
electron. Tiene también dos sitios de unién de ATP/ADP (un si-
tio en cada subunidad). La dinitrogensa (M, 240.000) es un te-
tramero formado por dos copias de dos subunidades distintas.
La dinitrogenasa contiene hierro y molibdeno; sus centros re-
dox tienen un total de 2 Mo, 32 Fe y 30 S por tetramero. Apro-
ximadamente la mitad del hierro y del azufre se encuentra en
dos centros 4Fe-4S conectados, denominados agregados P; el
resto forma parte de un cofactor de hierro-molibdeno de un
tipo nuevo. Se ha descubierto una forma de nitrogenasa que
contiene vanadio en lugar de molibdeno; algunas especies de
bacterias pueden producir ambos tipos de sistemas de nitroge-
nasa. El enzima de vanadio puede ser el sistema primario de fi-
jacion de nitrégeno en algunas condiciones ambientales, pero
todavia no estd tan bien caracterizado como el sistema depen-
diente de molibdeno.

La fijacion del nitrégeno es llevada a cabo por una forma
muy reducida de la dinitrogenasa que precisa ocho electrones:
seis para la reduccién del N, v dos para formar una molécula
de Hy como parte obligada del mecanismo de reaccién. La di-
nitrogenasa se reduce por transferencia de electrones de la
dinitrogenasa reductasa (Fig. 22-2). El tetrdmero de la dini-
trogenasa tiene dos sitios de unién para la reductasa. Los ocho
electrones necesarios se transfieren a la dinitrogenasa de uno
en uno: una molécula de reductasa reducida se une a la dini-
trogenasa y le transfiere un tnico electrén y a continuacion la
forma oxidada de la reductasa se disocia de la dinitrogenasa
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en un ciclo repetitivo. Cada vuelta del ciclo precisa la hidroli-
sis de dos moléculas de ATP por la reductasa dimérica. La
fuente inmediata de electrones para reducir la dinitrogenasa
reductasa es variable, pudiéndose usar ferredoxina reducida
(p. 733; véase también Fig. 19-b), flavodoxina reducida y qui-
zas otras fuentes. En al menos un caso, la fuente tltima de elec-
trones para reducir la ferredoxina es el piruvato (Fig. 22-2).

El papel del ATP en este proceso es poco comiin. Recuér-
dese que el ATP puede proporcionar no sélo energia quimica,
a través de la hidrdlisis de uno o més de sus enlaces fosfoanhi-
dridos, sino también energfa de enlace (pp. 196, 301) mediante
interacciones no covalentes que reducen la energia de activa-
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FIGURA 22-2 Fijacién del nitrogeno por el complejo de la nitroge-
nasa. Los electrones se transfieren del piruvato a la dinitrogenasa a
través de la ferredoxina (o flavodoxina) y la dinitrogenasa reductasa.
La dinitrogenasa es reducida por la dinitrogenasa reductasa, captando
los electrones de uno en uno, necesitandose al menos seis electrones
para fijar una molécula de N,. Dos electrones mas se utilizan para re-
ducir 2 H* a H, en un proceso que acompafa necesariamente a la fi-
jacién de nitrégeno en los sistemas anaerdbicos, lo que significa un
total de ocho electrones por molécula de N,. Las estructuras de las
subunidades y los cofactores metalicos de las proteinas dinitrogenasa
reductasa y dinitrogenasa se describen en el texto y en la Figura 22-3.
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(b)

FIGURA 22-3 Enzimas y cofactores del complejo de la nitrogenasa.
(PDB ID 1N2C) (a) En este diagrama de cintas, las subunidades de la
dinitrogenasa se muestran en gris y rosa y las subunidades de la dini-
trogenasa reductasa en azul y verde. El ADP unido se muestra en rojo.
Obsérvese el complejo 4Fe-4S (los dtomos de Fe y S se muestran en
naranja y amarillo, respectivamente) y el cofactor de hierro-molib-

cién. En la reaccién llevada a cabo por la dinitrogenasa reduc-
tasa tanto la unién del ATP como su hidrélisis provocan cam-
bios de conformacion que ayudan a superar la elevada energia
de activacién de la fijacién del nitrégeno. La unién de dos mo-
léculas de ATP a la reductasa desplaza el potencial de reduc-
cién (£'°) de esta proteina de —300 a —420 mV, un incremento
de su potencial reductor que es necesario para transferir elec-
trones a la dinitrogenasa. Las moléculas de ATP son hidroliza-
das a continuacién, justo antes de la transferencia efectiva de
cada electrdn a la dinitrogenasa.

Otra caracteristica importante del complejo de la nitroge-
nasa es su extrema labilidad en presencia de oxigeno. La re-
ductasa se inactiva en contacto con el aire, con una vida media
de 30 segundos; la dinitrogenasa tiene una vida media de 10
minutos en contacto con el aire. Las bacterias libres que fijan
nitrégeno solucionan este problema de diferentes maneras. Al-
gunas viven solamente en condiciones anaerébicas o reprimen
la sintesis de la nitrogenasa en presencia de oxigeno. Algunas
bacterias aerdébicas, tales como Azotobacter vinelandii, desa-
coplan parcialmente el transporte electrénico de la sintesis de
ATP, de manera que el oxigeno es quemado tan pronto como
entra en la célula (véase Recuadro 19-1). De hecho, cuando fi-
jan nitrégeno, los cultivos de estas bacterias se calientan como
resultado de sus esfuerzos para eliminar el oxigeno.
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(c)

deno (Mo negro, homocitrato gris claro). También se muestran los
agregados P (pares conectadas de complejos 4Fe-4S). (b) Cofactores
del complejo de la dinitrogenasa sin la protefna [los colores son
como en (@)]. (c) El cofactor de hierro-molibdeno contiene 1 Mo (ne-
gro), 7 Fe (naranja), 9 S (amarillo) y una molécula de homocitrato
(gris).

La relacién simbidtica entre las plantas leguminosas ¥
las bacterias fijadoras de nitrégeno en los nédulos de sus ra:-
ces (Fig. 22-4) resuelve a la vez las necesidades energéticas
y la labilidad del complejo de la nitrogenasa frente al oxi-
geno. La energia necesaria para la fijacién del nitrégeno fue
probablemente la fuerza impulsora que a lo largo de la evolu-
cién condujo a esta asociacién de plantas y bacterias. Las bac-
terias en los nédulos de las raices tienen acceso a una gran
reserva de energia en forma de glicidos y de intermediarios
del ciclo del 4cido citrico suministrados por la planta. Ello per-
mite a las bacterias de los nédulos de las raices fijar centena-
res de veces méds nitrégeno que sus parientes préximos en las
condiciones encontradas frecuentemente en los suelos. Parza
solventar el problema de la toxicidad del oxigeno, las bacterias
de los nédulos de las raices estan impregnadas de una solucion
de una hemoproteina fijadora de oxigeno denominada leghe-
moglobina. Esta proteina es producida por la planta (aunque
el grupo hemo puede ser proporcionado por la bacteria). La
leghemoglobina fija todo el oxigeno a su alcance, de manera
que éste no puede interferir en la fijacion del nitrégeno y, a =
vez, suministra eficazmente el oxigeno al sistema de trans-
porte de electrones de la bacteria. El beneficio para la planta.
por supuesto, es un suministro rapido de nitrégeno reducido.
La eficiencia de la simbiosis entre los vegetales y las bacterias
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FIGURA 22-4 Nédulos fijadores de nitrégeno. (a) Nodulos fijadores
de nitrégeno en las raices del trébol, una leguminosa. La flor de esta
planta comin se muestra en el inserto. (b) Micrografia electrénica co-
loreada artificialmente de un corte delgado de un nédulo de la raiz
del guisante. Bacterias simbiontes fijadoras de nitrégeno, o bacteroi-
des (en rojo), viven en el interior de las células de los nédulos, en-
vueltas por la membrana peribacteroide (en azul). Los bacteroides
producen el complejo de la nitrogenasa, que convierte el nitrégeno

resulta evidente por el enriquecimiento en nitrégeno del suelo
propiciado por las plantas leguminosas. Este enriquecimiento
es la base del procedimiento rotatorio de cosechas en el que el
cultivo de plantas no leguminosas (tales como el maiz), que
aprovechan el nitrégeno fijado presente en el suelo, se alterna
cada pocos afios con cultivos de leguminosas como la alfalfa,
los guisantes o el trébol.

La fijacién del nitrégeno es objeto de intensos estudios de-
bido a su enorme importancia de cardcter préactico. La produc-
cién industrial de amoniaco para su utilizacién en fertilizantes
necesita mucha energfa, lo que ha sido estimulo para los inten-
tos de desarrollar organismos recombinantes o transgénicos
que tengan la capacidad de fijar el nitrégeno. Las técnicas del
DNA recombinante (Capitulo 9) estén siendo utilizadas para
transferir el DNA que codifica los enzimas de la fijacién del ni-
trégeno a bacterias no fijadoras de nitrégeno y a plantas. El
éxito en estos intentos depende de la solucién del problema
de la toxicidad del oxigeno en cualquier célula que produzca
nitrogenasa.
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atmosférico (N,) en amonio (NHZ); sin los bacteroides la planta es in-
capaz de utilizar N,. Las células infectadas de la raiz proporcionan
algunos factores esenciales para la fijacién del nitrégeno, entre ellos
la leghemoglobina; esta hemoproteina tiene una afinidad muy ele-
vada por el oxigeno, que es un potente inhibidor de la nitrogenasa.
(El ndcleo de la célula se muestra en verde/amarillo. En esta micro-
grafia no son visibles otros orgdnulos de las células radicales infecta-
das, que se hallan normalmente en las células vegetales.)

El amoniaco se incorpora a las biomoléculas
a través del glutamato y la glutamina

El nitrégeno reducido en forma NHY es incorporado primero a
los aminoécidos y posteriormente a otras biomoléculas que
contienen nitrégeno. Dos aminodcidos, glutamato y gluta-
mina, constituyen el punto critico de entrada. Recuérdese que
estos dos mismos aminodcidos tienen un papel central en el ca-
tabolismo del amonfaco y de los grupos amino en la oxidacién
de los aminoécidos (Capitulo 18). El glutamato es la fuente de
grupos amino de la mayor parte de los aminoacidos restantes,
a traves de reacciones de transaminacién (la reaccién inversa
de la que se muestra en la Fig. 18-4). El nitrégeno del grupo
amida de la glutamina es una fuente de grupos amino para una
amplia gama de procesos biosintéticos. En la mayoria de tipos
celulares, y de fluidos extracelulares en los organismos supe-
riores, uno o ambos aminodcidos estdn presentes en concen-
traciones mds elevadas, a veces un orden de magnitud o m4s,
que los otros aminodcidos. Una célula de Escherichia coli ne-




